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(57) Abstract 

The invention concerns a peptide extract of lupine (lupinus) characterised in that it has a metalloprotease inhibiting activity, in 
particular collagenase and gelatinase. The invention also concerns a pharmaceutical, cosmetic or nutritional composition comprising a 
peptide extract, optionally an inert carrier, in particular for treating humans or mammals suffering from a condition or disease related to 
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(57) Abrege* 

La presente invention concerne un extrait peptidique de lupin (lupinus) caracterise* en ce qu'il pre*sente une activiu5 d'inhibition des 
m^talloproteases, notamment les collagenases et les gflatinases. Elle concerne egalement une composition pharmaceutique, cosme*tique 
ou nutraceurique comprenant un extrait peptidique, eventuellement un YeTiicule inerte, notamment pour le traitement d'humalns ou de 
mammiferes souffrant d'une condition ou d*une maladie Itee a une degradation excessive de soutien par une mdtalloprotease. 
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Extrait peptidique de lupin et composition pharmaceutique ou cosmetique ou 
nutraceutique comprenant un tcl extrait 

La presente invention est relative & un nouvel extrait peptidique presentant 
5 une activite anti-metalloprot6ase, notamment anti-collagenase et anti-gelatinase. EUe 
est egalement relative aux compositions pharmaceutiques, cosmetiques ou 
nutraceutiques comprenant un tel extrait, notamment une composition 
pharmaceutique destinee a traiter les maladies inflammatoires, telles que rarthrose, 
la parodontose, ou les ulceres ou les compositions cosmetiques destinies a combattre 
10 !e vieillissement actinique ou non ou acc&ere par les agressions exterieures (tabac, 
pollution, ...). 

La composition pharmaceutique ou cosmetique ou nutraceutique est 
egalement destinee a traiter la neoangiogenese (proliferation des vaisseaux) 
pathologique ou inesthetique (psoriasis, tumeurs, erythose, couperose, rosacee, 
15 traitement local aux irritants tels que Tacide retinoique), les defauts de cicatrisation, 
les brulures ou I'attaque d'email dentaire (Ch. M. Lapiere, Cours de biologie de la 
peau - COBIP FNSERM U 346, Lyon 1999). 

Les metalloproteases sont une famille d*endopeptidases zinc et calcium- 
dependantes qui ont la propriete combin^e de degrader les divers composants des 
20 matrices du tissu conjonctif ( These de S. Charvat - Metalloproteinases et epiderme, 
pages 101-1 13 n° 248-98, 1998, Lyon I). 

Elles sont classees suivant la nature de leur substrat. La collagenase (le 
collagene fibrillaire: ex. MMP 1, 13, 8); la gelatinase (le collagene denature, 
gelatine : ex. MMP2, MMP9) ; les stromelysines (fibronectine, prot6oglycane : ex. 
25 MMP3, MMP 10). Elles sont mises en jeu dans le remodelage physiologique (faible 
expression) ou pathologique de la matrice extracellulaire (forte induction). 

Les metalloproteases sont notamment impliquees dans le processus de 
cicatrisation en eliminant les tissus endommages. 

Les MMP peuvent agir de fa$on anarchique et conduire a des lesions 
30 importantes si leur activity n'est pas controlee. 
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Par ailleurs, on sait que les metalloproteases sont impliquees dans certains 
desordres biologiques tels que les maladies inflammatoires, notamment Parthrose, la 
parodontose (H. BIRKEDAL-HANSEN et ai, Critical Reviews in Oral Biology and 
Medicine, 4(2) :197 :250 (1993)) ou dans les processus de vieillissement, notamment 
5 lies a Taction du rayonnement solaire (MARTIN RDEGER ; Allured's Cosmetics & 
Toiletries®, vol. 1 14, No. i/January 1999 ou G J. FISHER et ai, The New England 
Journal of Medicine, vol. 337, n° 20 pp. 1419-1428, « Pathophysiology of premature 
skin aging induced by ultraviolet light » et G. J. FISHER et ai, the Society for 
Investigative Dermatology, Inc. 1998, pp. 61-68 a Molecular mechanisms of 

1 0 photoaging and its prevention by retinoic acid : ultraviolet irradiation induces MAP 
kinase signal transduction cascades that induce A- 1 -regulated matrix 
metalloproteinases that degrade human skin in vivo. ») ou dans les inflammations 
aigues et chroniques (XIE etal. ; 1 Biol Chem. 273 : pp. 1 1576-1 1582 ; 1998) et les 
maladies bulleuses (necrolyse epitheliale toxique), les pathologies a hyper 

1 5 proliferation cellulaire lors d' inflammation ou dMrritation, les escarres, les brulures et 
les ulceres. 

II en est de meme pour la proliferation des cellules endothelials 
neoangiogeneses qui ont besoin dans leur phase proliferative lors de processus 
inflammatoires ou pathologiques (psoriasis, tumeurs) des MPP pour detruire le tissu 

20 conjonctif, afin de migrer vers d'autres territoires et de se constituer en microtubules 
et capillaires (Controlling the vasculature : angiogenesis, anti-angiogenesis and 
vascular targeting of gene therapy - T.P. D. FAN, R. JAGGAR et R. BICKNELL ; 
TiPS - February 1995, vol 16 ; Natural Products as angiogenesis inhibitors, D.H. 
PAPER, Plan/a Medical 64 (1998) pp. 686-695 ; Membrane-type matrix 

25 metalloproteinases in human dermal microvasadar endothelial cells : expression 
• and morphogenetic correlation - V.T. CHAN et coll. , J.I.D. Ill, pp. 1153-1159, 
1998 ; Matrix metalloproteinases in blood vessel development in human fetal skin 
and in cutaneous tumors - T.V. KARELINA et coll. J.I.D. ; 105, 411-417, 1995 ; 
Vasadar profiferation and angiogenic factors in psoriasis, J.D. CREAMER et 

30 J.N.W.N. BARKER, Clinical and Experimental Dermatology, 1995, 20, pp. 6-9). 
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On connait egalement le role des inhibiteurs de metal loproteases, notamment 
des collagenases, des gelatinases et des strom£lysines, dans certains des traitements 
des maladies precitdes. 

L'objet de la presente invention est de proposer un nouvel inhibiteur a spectre 
5 large des metalloprotdases de type collagenase ou gelatinase permettant ie traitement 
d'humains ou de mammiferes souffrant d'une condition ou d'une maladie lide a une 
degradation excessive ou pathologique du collagene ou d'une autre macroproteine 
extracelullaire de soutien ou tout autre maladie Itee a un exces d'expression de ces 
enzymes proteolytiques. 
10 L'invention a pour objet un extrait peptidique de lupin (lupinus) caracterise 

en ce qu'il presente une activite d'inhibition des metalloproteases, notamment les 
collagenases ou les gelatinases. Comme vari&e de lupin, on cite notamment le genre 
lupin blanc doux (lupinus albus) tel que la variete Ares de faible teneur en alcaloides. 

L'invention a notamment pour objet un nouvel extrait peptidique de lupin 
15 {lupinus) caracterise en ce qu'il presente une activite d'inhibition de la collagenase 
purifiee de Clostridium histolycum sur ia DQ-gelatine notamment superieure a 50% a 
24 heures, pour une concentration egale ou superieure a 0,1 % (p/v). 

Selon une variante, cet extrait peptidique de lupin est appauvri en lipides. 

II comprend avantageusement au moins 50%, de preference au moins 70 %, 
20 de preference au moins 80 % de peptide. 

Ces peptides sont obtenus par hydrolyse de la fraction protdique de lupin. 

L'hydrolyse peut etre effectuee par n'importe quel moyen approprie, 
notamment une hydrolyse enzymatique. 

Un procede de preparation d'un tel extrait peptidique de lupin comprend les 
25 etapes suivantes : 

- preparation d'un tourteau de lupin delipide et broyd ou d'une farine de 
lupin (iipidee) micronisee, 

- extraction des fractions proteiques et osiques solubles ou precipitation a 
pH acide (4 ou 5) selon le point isoelectrique, 

30 - eventuellement separation de la fraction protdique, 
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- hydrolyse de la fraction proteique et recuperation, eventuellement apres 

filtration, de Fextrait proteique. 
L'invention est egalement relative a Textrait proteique susceptible d'etre 
obtenu par le procede precite. 
5 De facon generate, l'invention comprend les farines de lupin Iipidees. les 

extraits peptidiques comprenant encore les sucres. 

De preference, Textrait proteique presente la composition en acides amines 
suivante (pourcentage en poids par rapport au poids total d'acides amines). 



Amino-acides 


%/AA totaux 


AW 
nor 


I i,j 


GLU 


23,2 


SER 


5,1 


HIS 


1,7 


GLY 


3,4 


THR 


3,2 


ALA 


2,8 


ARG 


10,3 


TYR 


6,1 


CYS-CYS 


2,4 


VAL 


3,8 


MET 


0,2 


PHE 


7,0 


ILE 


3,3 


LEU 


7,9 


LYS 


3,7 


PRO 


4,4 



10 L' invention a egalement pour objet une composition pharmaceutique ou 

cosmetique ou nutraceutique comprenant un extrait peptidique tel que decrit 
precedemment, eventuellement un vehicule inerte approprie, physioiogiquement 
acceptable. 
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Une telle composition pharmaceutique ou dermocosmetique et nutraceutique 
est destinee notamment au traitement d'humains ou de mammiferes souffrant d'une 
condition ou d'une maladie liee a une destruction excessive de collagene et/ou une 
destruction excessive des tissus de soutien. Une telle composition peut etre utilisee a 
5 titre preventif ou curatif 

Parmi ces conditions ou maladies, on cite par exemple rarthrose, les maladies 
parodontales, les maladies liees aux lesions de la peau, les maladies inflammatoires, 
la neangiogenese tumorale ou pathologique (erythrose, couperose, telangectasie, 
rosacee, psoriasis ...), defaut de cicatrisation, les ulceres, les brulures, les maladies 
1 0 bulbeuses, et l'attaque de 1'email dentaire. 

L'invention est egalement relative aux compositions cosmetiques pour le 
traitement des lesions de la peau dues au vieillissement telles que les lesions 
provoquees par Taction du rayonnement soiaire (en anglais photoagirtg\ les effets 
deleteres intrinseques de la peau, les effets deleteres du tabac. 
15 Les compositions pharmaceutiques, dermocosmetiques ou cosmetiques se 

presentent, selon une variante, sous la forme d'une formulation pour application 
topique. V invention a done pour objet une methode de traitement cosmetique 
comprenant Papplication d'une telle composition sur la surface cutanee d'un 
individu. 

20 L/extrait peptidique selon Pinvention peut egalement etre incorpore ou 

formule dans un vehicule polymerique ou un systeme de delivrance pour une 
utilisation topique ou locale, comme dans le cas du traitement d'une maladie 
parodontale, pour etre delivre directement dans la poche parodontale. 

Selon une autre variante, les compositions pharmaceutiques sont sous la 
2 5 forme d'une formulation pour administration orale. 

Ces compositions peuvent en general etre formulees sous la forme de 
tabiettes, de capsules, de pommade. 

Dans le cas des nutraceutiques ou compositions alimentaires, les formes 
habituellement utilisees peuvent etre employees. 
30 L'invention est maintenant iilustree par les exemples de realisation decrits ci- 

apres a utre illustratif. 
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1 - Preparation des extraits peptidiques de lupin 
LI. - Extrait A 

- Extraction et purification des proteines de lupin 

Cette etape comprend une solubilisation aqueuse de la fraction soluble a pH 
5 alcalin suivie d'une separation des insolubles : 

A partir du tourteau de lupin delipide et broye, l'extraction des proteines est 
realisee a pH 9,0 (pH ajuste par ajout de soude) avec un ratio farine/eau egal a 1/10 
(pip). La solution est incubee sous agitation a temperature ambiante pendant une 
heure. La partie insoluble du tourteau est ensuite separee de la partie soluble par 
1 0 essorage. Le gateau obtenu est lave. La fraction soluble contenant les proteines et les 
sucres solubles est diafiltree sur un module d'ultrafiltration de seuil de coupure de 10 
000 daltons afin de separer les proteines (retentat) des sucres solubles (ultrafiltrat). 

- Production et purification de peptides par hydrolyse enzymatique : 

Le retentat d'ultrafiltration contenant les proteines est ajuste a la 
15 concentration de 100 g/1 puis hydrolyse a pH 8,0 en presence d'Alcalase® (NOVO 
NORDISK) a 55°C pendant 3 h environ. Apres hydrolyse, i'enzyme est denaturee par 
hydrolyse pendant 15 min a 85°C. Des que la solution est refroidie, elle est 
neutralised par ajout d'acide chlorhydrique. Les peptides obtenus sont purifies par 
diafiltration sur module d'ultrafiltration de seuil de coupure de 10 000 daltons. La 
20 solution obtenue est ensuite nanofiltree afin de dessaler (elimination du chlorure de 
sodium) et de concentrer la fraction peptidique. La solution de peptides est enfin 
decoloree a 1'aide de charbon actif 3 % (1 heure a 50 °C), le charbon etant elimine 
par filtration. 

- Sterilisation et conditionnement de la fraction de peptides: 

25 Avant conditionnement, la solution est microfiltree (0,2 |im) de facon sterile 

puis repartie dans des contenants steriles a la concentration de 10 % en presence de 
conservateurs. 

1.2 - Extrait B 

30 L'extrait peptidique B est obtenu selon le procede decrit mis en oeuvre pour 

obtenir Textrait A a la difference que Tetape de decoloration est supprimee. 
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1.3 - Extrait C 

L'extrait peptidique de lupin C est obtenu selon le procede decrit mis en 
oeuvre pour obtenir Textrait A a la difference que les etapes de purification 
d'ultrafiltration et de decoloration sont supprimees. 

5 

II - Analyse de Textratt peptidique A 

L'extrait sec est ensuite analyse. 
Presentation : 

- Aspect : poudre homogene non hygroscopique 
10 - Couleur : Wane casse 

- Quantite : 5 g 

• Composition chimique : 



- Teneur en sucres totaux (dosage a Tanthrone) : < 1 % 

- Teneur en chiorures (Kit SIGMA ref : 955-30) : . 6 % 
15 - Teneureneau(100°C>4h): 8% maximum 

- Teneur en peptides : 85 % 
• caracterisation 

- pH (solution a 20 g/l): 7,06 

- Solubilite (eau osmosee) : >100 g/l 
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Tableau 1 - Composition en acides amines de I'hvdrolvsat 



Amino-acides 


P.M. AA 


Cone, en 
mM 


Cone, en 
mg/1 


% dans 
poudre 


%/AA 
totaux 


ASP 


133,1 


2,078 


276,582 


9,9 


U,3 


GLU 


147,1 


3,858 


567,438 


20,3 


23,2 


SER 


105,1 


1,196 


125,647 


4,5 


5,1 


HIS 


155,2 


0,270 


41,904 


1,5 


1,7 


GLY 


75,1 


1,114 


83,624 


3,0 


3,4 


THR 


119,1 


0,664 


79,023 


2,8 


3,2 


ALA 


89,1 


0,763 


67,983 


2,4 


2,8 


ARG 


174,2 


1,447 


251,980 


9,0 


10,3 


TYR 


181,2 


0,829 


150,215 


5,4 


6,1 


CYS-CYS 


240,3 


0,247 


59,234 


2,1 


2,4 


VAL 


117,1 


0,792 


92,743 


3,3 


3,8 


MET 


149,2 


0,029 


4,327 


0,2 


0,2 


PHE 


165,2 


1,044 


172,469 


6,2 


7,0 


ILE 


131,2 


0,621 


81,410 


2,9 


3,3 


LEU 


131,2 


1,481 


194,307 


6,9 


7,9 


LYS 


146,2 


0,626 


91,448 


3,3 


3,7 


PRO 


115,1 


0,935 


107,619 


3,8 


4,4 



2447,952 
Total 87,4 % 



III - Activite anti-collaeenase et anti-gelatinolvtique des peptides de lupin - extrait A 
-m vitro 

L'activite anti-collagenase a ete mesuree in vitro dans un modele biochimique 
de type screening reposant sur l'utilisation dHine collagenase purifiee et du substrat de 
cette demiere, la gelatine conjuguee a la fluoresceine (kit EnzChek™ 
Gelatinase/Collagenasc, MOLECULAR PROBES). La collagenase purifiee a partir 
de Clostridium histolyticum etait fournie dans le kit EnzChek™ 
Gelatinase/Collagenase (MOLECULAR PROBES). Cette enzyme a une double 
fonctionnalite sur le collagene IV (membrane basale epiderme/ derme) et gelatine. 
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La DQ-gelatine purifiee a partir de peau porcine et conjuguee a la 
fluoresceine etait fournie dans le kit EnzChek™ Gelatinase/Collagenase 
(MOLECULAR PROBES). 

Le tampon de la reaction, constitue de 0,05 M de Tris-HCl, de 0,15 M NaCl, 
5 de 5 mM de CaC! 2 , de 0,2 mM d'azide de sodium (pH 7,6), etait fournt dans le kit 
EnzChek™ Gelatinase/Collagenase (MOLECULAR PROBES). 

L'extrait peptidique a ete soiubilise dans le tampon de la reaction. II a ete 
teste a 0,004 ; 0,02 ; 0,04 ; 0,2 et 0,4 % (p/v). 

Les dilutions des extraits a Tessai ont ete incubees avec la DQ-gelatine a 1 
10 mg/ml et la collagenase a 0,2 Ul/ml pendant 1 heure, 2 heures et 24 heures a 
temperature arnbiante. 

Un temoin, correspondant au melange « collagenase + DQ-gelatine », a ete 
incube en parailele. 

Pour chaque condition experimentale, des echantillons, appeles par la suite 
15 « echantillons sans enzyme », ont ete incubes en presence de DQ-gelatine et en 
absence de collagenase. 

Chaque condition experimentale a ete realisee en triplicate. 
Apres 1 heure, 2 heures et 24 heures, le signal correspondant a la degradation 
de la DQ-gelatine a ete mesuree en fluorimetrie (Excitation : 485 nm et emission : 
20 595 nm). Pour chaque echantillon, la valeur obtenue pour les « echantillons sans 
enzyme » a ete soustraite. 

Les resultats ont ete exprimes en unite de fluorescence par echantillon et en 
pourcentage de variation par rapport au groupe temoin. 

Les groupes de donnees (groupe temoin et groupes traites) ont ete compares 
25 par une analyse de la variance a un facteur (ANOVA 1, p<0,05), suivie par un test de 
Dunnett. L'effet des extraits a ainsi ete compare a celui obtenu dans le groupe 
temoin. 

L'extrait peptidique teste de 0,004 a 0,2% (p/v), presentait une activite anti- 
collagenase et anti-gelatinolytique dose-dependante. L'effet etait maximum au temps 
30 24 heures comme indique dans le tableau 2 ci-dessous. 
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Tableau 2 



Temps (Tincubation = 1 heurc 



Temoin 


0,004 


0,02 


0,04 


0,2 


0,4 


16237 


14161 


11890 


11205 


11249 


9434 


14329 


13561 


11161 


10863 


9840 


7544 


15636 


13965 


11757 


11344 


11387 


8878 


15401 


13896* 


11603* 


11137* 


10825* 


8619* 


+/- 


+/- 


+/- 


+/- 


+/- 


+/- 


976 


306 


388 


248 


856 


971 


100% 


89 


75 


73 


75 


57 



Temps d'incubation = 2 heures 



Temoin 


0,004 


0,02 


0,04 


0,2 


0,4 


24776 


20526 


13689 


11000 


7617' 


6853 


22516 


19597 


6710 


10406 


6072 


4933 


23779 


20144 


13148 


11349 


7824 


6467 


23690 


20089* 


11182* 


10918* 


7171* 


6084* 


+/- 


+/- 


+/- 


+/- 


+/- 


+/- 


1133 


467 


3883 


477 


957 


1016 


100% 


£5 


55 




53 


27 



Temps cT incubation = 24 heures 



Temoin 


0,004 


0,02 


0,04 


0,2 


0,4 


31653 


12655 


2583 


2378 


524 


1154 


29536 


11531 


1487 


1442 


484 


467 


29745 


13008 


2657 


2713 


693 


927 


30311 


12398* 


2242* 


2178* 


567* 


849* 


+/- 


+A 


+/- 


+/- 


+/- 


+/- 


1167 


771 


655 


659 


111 


350 


100% 


41 


7 


7 


2 


3 
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Les resultats sont exprimes en unite de fluorescence/echantillon. 
En gras : moyenne et ecart type 

* : moyenne significativement differente du groupe temoin (p<0,05). 

En conclusion, dans les conditions experimentales retenues, rextrait 
5 proteique testd entre 0,004 et 0,4 % (p/v), presentait une activite anti- 
gelatinase/collagenase dose-dependante. On note notamment un excellent rapport 
effet/dose/temps des peptides de lupin par rapport a la collagenase aspecifique : a 24 
heures par exemple, 0,04 % inhibe 93 % de T activity gelatinolytique de la 
collagenase de Clostridium, a 2 heures : 52 %. 

10 D'autres essais avec le raeme extrait peptidique ont ete effectues a des 

concentrations de 0,01 ; 0,05 ; 0,1 ; 0,5 et 1 % (p/v) et les resultats sont indiques au 
tableau 3 ci-dessous ainsi que sur la figure 1 annexee. Cette figure represente la 
cinetique d* inhibition de la collagenase aspecifique - Influence de la concentration 
en extrait peptidique. En ordonnee activite de la gelatinolytique. (%), en abscisse 

1 5 temps d'incubation (h). 



Tableau 3 



Temps 


Concentration en extrait A (% p/v)/ Activite 


d' incubation (h) 




gelatinolytique en (%) 






0,01 


0,05 


0,1 


0,5 


1 


1 


89 


75 


73 


73 


57 


2 


85 


55 


48 


33 


27 


4 


79 


38 


29 


14 


12 


6 


69 


27 


21 


8 


9 


24 


41 


7 


7 


2 


3 



Dans les conditions experimentales retenues, Pextrait peptidique teste entre 
0,01 et 0,5 % (p/v), presente une activite anti-gelatinase et collagenase dose 
2 0 dependante et temps dependante. 

Dans tous les essais, la 1,10-phenanthroline, inhibiteur aspecifique, a ete 
utilisee comme produit anti MMP de reference. Les resultats obtenus etoient 
conformes a ceux qui etaient attendus et validaient les essais. 
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IV - Activite anti-collagenase specifique des peptides de lupin - extrait A- sur 
modele organotvpique humain 

Le vieillissement cutane se caracterise, entre autre, par une modification des 
proprietes mecaniques cutanees de la peau, consecutive a une degradation des fibres 
5 collageniques du derme et d'autres macroproteines. Cette degradation met en jeu des 
coilagenases endogenes (Grymes, R.A., Kronberger A. and Bauer E.A. - 
Collagenases in disease - In ^Connective Tissue Diseases of the skin » Eds. Lapiere 
CM. and Krieg T., 1993, 69-85). G. Fischer et J. Voorhees « Pathophysiology of 
premature skin aging induced by ultraviolet light » et « Molecular mechanisms of 
1 0 photoaging and its prevention by retinoic acid : ultraviolet irradiation induces MAP 
kinase signal transduction cascades that induce A-J-regulated matrix 
metalloproteinases that degrade human skin in v/vo»). 

Pour lutter contre les signes de vieillissement de la peau, des produits 
presentant une activite anti-collagenase sont envisageables. 
1 5 L'activite anti-collagenase d'un produit a I'essai peut etre etudiee in vitro dans 

un modele organotypique de peau humaine. Le principe du test est le suivant : une 
application de collagenase purifiee sur la coupe s'accompagne d'une degradation des 
fibres de collagene endogenes. Les fibres de collagene sont ensuite colorees par le 
trichrome de Masson. La digestion des fibres de collagene endogenes par la 
20 collagenase purifiee est evaluee qualitativement par observation morphologique et 
quantitativement par analyse d'images. Un produit presentant une activite anti- 
collagenase preservera partiellement ou totalement l'integrite des fibres de collagene 
mises en presence de 1'enzyme. 

Les produits a I'essai ont ete conserves a +4 °C jusqu*au moment de leur 
25 utilisation. 

Trois dilutions ont ete testees : 0 t 01 ; 0,1 et 1 % (v/v). 
Le phosphoramidon, utilise comme produit de reference, provenait de chez 
SIGMA. 

La collagenase purifiee (type III, fraction A) provenait de chez SIGMA. 
30 Le milieu d'incubation des coupes de peau humaine, appele par la suite 

M vehicule\ etait le tampon Tris HCI 0,15 M, pH 7,5 contenant 0,01 M de chlorure de 
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calcium. 

Les reactifs, de qualite analytique, provenaient de chez CARLO ERBA, 
GDBCO ou SIGMA, sauf indication contraire. 

Les coupes de peau ont 6te r^alisees a partir d'un dechet operatoire recueilli 
5 apres une plastie abdominale. Le sujet &ait une femme de 30 ans. Des explants de 
peau de 4 cm de diametre ont ete realises. lis ont ete deposes sur un support de liege 
et congeles a -80°C. Des coupes transverses de 6 ^m d'epaisseur ont ete realisees 
avec un cryomicrotome. Elles ont et6 fixees sur des lames de verre et maintenues 
hydratees avec le vehicule pendant l'essai. 
10 Les echantillons a l'essai ont tous et6 repris dans de l'ethanol avant d'etre 

dilues dans le tampon d'essai. 

■ La concentration finale en ethanol a 6te maintenue constante et egale a 0, 1 
% (v/v) dans les deux plus faibles dilutions de P extrait peptidique (0,01 et 
0,1 %v/v); 

15 ■ elle a ete maintenue constante et egale a 1 % (v/v) dans la dilution la plus 

forte (I %, v/v). 
• Des "temoins ethanol" a 0, 1 et 1 % (v/v) ont ete realises: 

■ Le phosphoramidon a ete repris directement dans le vehicule. 

L'extrait peptidique a ete teste a 0,01 ; 0, 1 et 1 % (p/v). 
20 Le phosphoramidon a ete teste a 1 0' 3 M. 

On avait done les Echantillons suivants : 

Extrait : tampon ; ethanol (0,1 %, v/v ou 1 %, v/v) ; enzyme extrait (0,01 ; 0,1 
et 1 %, p/v) ; 

Temoin enzyme : tampon ; ethanol (0, 1 %, v/v) ; enzyme ; 
25 Temoin ethanol (sans enzyme) : tampon ; ethanol (0,1 % ou 1 %, v/v) ; 

Produit r6f : tampon ; ethanol ; enzyme ; phosphoramidon 1 0* 3 M. 
Les dilutions des produits a Tessai, de l'ethanol et du produit de reference ont 
ete deposees sur les coupes de peau, a raison de 100 \x\ par coupe, et pre-incubees 
pendant dix minutes a 37 °C. Des bandes de papier filtre (0,16 cm 2 de surface) 
30 imbibees de vehicule seul (temoin sans enzyme) ou contenant de la collagenase a 50 
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unites Internationales (UI)/ml (temoin enzyme) ont ensuite ete deposees sur les 
coupes. Les lames ont ete placees en chambre humide a 37°C pendant trois heures. 

Apres t'incubation, les coupes ont ete rincees avec le milieu d'incubation et 
colorees par le trichrome de Masson. L'activite de l'enzyme en absence et en 
5 presence de l'extrait, de Tethanol ou du produit de reference a ete evaluee par 
observation microscopique et notee selon le bareme suivant : 
0 : digestion enzymatique nulle 
+ : digestion enzymatique faible 
++ : digestion enzymatique moyenne 

1 o +++ : digestion enzymatique forte. 

Des photographies des coupes ont ete realisees. 

L'activite de la collagenase en absence et en presence des produits a l'essai, 
de Tethanol ou du produit de reference a ete evaluee par analyse d'images. L'image 
des coupes colorees a ete digitalisee sur un ecran video; le logiciel d'analyse d'image 
15 (MAGENIA 2000, BIOCOM®) a permis de caiculer la surface occupee par les 
fibres de collagene intactes. Les resultats ont ete exprimes en pourcentage de fibres 
de collagene intactes par champ optique. 

Le pourcentage d'inhibition de l'activite collagenase des extraits a differentes 
concentrations de Tethanol et du produit de reference a ete calcule a I'aide des 

2 0 formules suivantes : 

Pour le produit de reference (directement repris dans le vehicule), le 
pourcentage d'inhibition est calcule par la formule suivante : 
(% fibres collaeeneWroduit Ref - (% fibres collaeene lTemoin enzyme x 100 
(% fibres collagene)Temoin ethanol - (% fibres collagene)Temoin enzyme 

25 

Pour les extraits dilues dans le vehicule contenant 0,1 % (v/v) d'ethanol), le 
pourcentage d'inhibition est calcule par la formule suivante : 
(% fibres collagene)Produit Ref- (% fibres collagene^Temoin enzyme x 100 
(% fibres collagene)Temoin ethanol - (% fibres collagene) Temoin enzyme 
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Pour les extraits dilues dans le vehicule contenant 1 % (v/v) d'ethanol), le 
pourcentage d'inhibition est calcule par la formule suivante : 

(% fibres collagenelProduit R ef- (% fibres coUageneYTemoin enzyme x 100 

(% fibres collagene)Temoin ethanol - (% fibres collagene)Temoin enzyme. 
5 L'activite* anti-collagenase de l'extrait a differentes concentrations a ete 

etudiee dans un modele organotypique de peau humaine. 

En absence de collagenase (temoin vehicule), les fibres de collagene etaient 
intactes. En presence de collagenase (temoin enzyme), les fibres de collagene Etaient 
presque totalement degradees). Ce resultat etait attendu et validait 1'essai. 
10 Le phosphoramidon a 10' 3 M, utilise comme produit de reference, inhibait de 

16% Pactivite de la collagenase. Ce resultat etait attendu et finissait de valider Tessai. 

L'ethanol, utilise comme diluant intermediate des produits a Tessai a ete teste 
a 0, 1 et 1 % (v/v). 0 n'avait pas d'efFet sur la degradation des fibres de collagene par 
la collagenase. 

15 L'extrait peptidique teste a 0,01; 0,1 et 1 % (p/v) inhibait I'activite de la 

collagenase de 2, 24 et 65 % respectivement ^observation morphologique 
aboutissait au meme rdsuitat. 

En conclusion, dans les conditions experimentales retenues, l'extrait 
peptidique A presentait a des concentrations faibles une activite anti-collagenase 

20 importante. 

Les resultants d'inhibition de l'extrait peptidique, de l'ethanol et du 
phosphoramidon sur la digestion des fibres de collagene dermiques par la 
collagenase sont reunis dans le tableau ci-dessous : 

25 



30 
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Tableau 4 







Digestion 


% d'inhibition 


Condition 
experimentale 


Concentration 


enzymatique 
(observation 
morphologique) 


de Pactivite 
collagen ase (analyse 
d' image) 


Temoin vehicule 




0 




Temoin enzyme 


50UI/ml 


-H-+ 


0 


Phosphoramidon (M) 


io- 3 


+ 


+ 


Ethanol 


0,1 


-f-H- 


0 


(%, v/v) 


I 


+++ 


0 


Extrait peptidique 


0,01 


+++ 


2 


(%,v/v) 


°> l 


++ 


24 




1 


+ 


65 



0 : digestion enzymatique nulle 
+ : digestion enzymatique faible 
++ : digestion enzymatique moyenne 



5 +++ : digestion enzymatique forte 

V_- Activite anti-metalloprotease MMP-2 et MMP-9 des peptides de lupin - extraits 
A,BetC 

La MMP-2 ou gelatinase A et la MMP-9 ou gelatinase B sont des 
0 metalloproteases qui degradent des composants specifiques de la matrice 
extracellulaire: la MMP-2 degrade la gelatine (=co]lagene denature), les collagenes I, 
IV, VII. et XI, la fibronectine, la laminine et Telastine ; la MMP-9 degrade la gelatine, 
les collagenes IV, V et XIV et l'elastine. Elles jouent un role important dans le 
« photo-aging » et dans la proliferation des cellules endotheliales. 
5 L*activite anti-MMP-2 et anti-MMP-9 des produits a l'essai a ete mesuree in 

vitro dans un modele biochimique de type screening reposant sur 1'utilisation d'une 
MMP-2 humaine purifiee et d'une MMP-9 humaine recombinante et du substrat de 
ces dernieres, la gelatine conjuguee a la fluoresceine (kit EnzChek™ 
Gelatinase/Collagenase, MOLECULAR PROBES). 
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La MMP-2 purifiee a partir de fibrosarcome humain provenait de chez 
BOEHRINGER MANNHEIM. 

La MMP-9 humaine recombinante provenait de chez R&D SYSTEMS. 

La DQ-gelatine purifiee a partir de peau porcine et conjuguee a la 
5 fluoresceine etait fournie dans le kit EnzChek™ Gelatinase/Collagenase 
(MOLECULAR PROBES). 

Le tampon de reaction pour ['etude de l'activite de la MMP-2 (TpRJ) etait 
constitue de 50 mM de Tris-HCI, de 0,05% (p/v) de Triton XI 00 et de 5 mM de 
CaCl 2 , pH 7,5. 

10 Le tampon de reaction pour I'etude de l'activite de la MMP-9 (TpR2) etait 

constitue de 50 mM de Tris-HCI, de 0,05% (p/v) de Brij 35 et de 5 mM de CaCl 2 , pH 
7,4. 

Preparation des oroduits a I'essai et du produit de reference 

La 1,10-phenanthroiine a ete solubilisee dans les tampons de reaction TpRl 
15 et TpR2. Elle a ete testee a 8 et 80 \ig/ml 

Les extraits peptidiques A, B et C ont ete solubiiises dans les tampons de 
reaction TpRl et TpR2. lis ont ete testes a 0,01; 0,1 et 1% (p/v). 

MMP-2 

20 Avant son utilisation, la MMP-2 a ete activee par une incubation de 30 

minutes a 37°C en presence de APMA dilue a 2,5 mM dans le tampon TpRl. 

Les dilutions des produits a I'essai ou du produit de reference ont ete incubees 
avec la DQ-gelatine, diluee a 25 jig/ml, et la MMP-2 activee, diluee a 1,25 pig/ml, 
pendant 24 heures a 37°C 
25 Un temoin, correspondant au melange « MMP-2 + DQ-gelatine », a ete 

incube en parallele. 

Pour chaque condition experimentale, des echantillons, appeles par la suite 
« echantillons sans enzyme », ont ete incubes en presence de DQ-gelatine et en 
absence de MMP-2 activee. Ces echantillons permettaient de mesurer Pinterference 
30 des produits a Tessai avec la methode devaluation des effets (fiuorimetrie). 
Chaque condition experimentale a ete realisee en triplicate. 
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MMP-9 

Les dilutions des produits a Tessai ou du produit de reference ont ete incubees 
avec la DQ-gelatine, diluee a 25 u g/ml, et la MMP-9, diluee a 0,25 u,g/ml, pendant 
5 24heuresa37°C. 

Un temoin, correspondant au melange « MMP-9 + DQ-gdlatin », a ete incuW 
en parallele. 

Pour chaque condition experimentale, des echantillons, appeles par la suite 
wechantillons sans enzyme », ont ete incubes en presence de DQ-gelatine et en 
10 absence de MMP-9. Ces echantillons permettaient de mesurer rinterference des 
produits a 1'essai avec la rriethode devaluation des effets (fluorimetrie). 
Chaque condition experimentale a et6 realisee en triplicate. 
Apres 24 heures, le signal correspondant a la degradation de la DQ-gelatine a 
ete mesuree en fluorimetrie (Excitation : 485 nm et emission : 595 run). Pour chaque 
1 5 echantillon, la valeur obtenue pour les 'echantillons sans enzyme* a ete soustraite. 

Les resultats ont ete exprimes en unite de fluorescence par echantillon et en 
pourcentage de variation par rapport au groupe temoin. 

Les groupes de donnees (groupe temoin et groupes traites) ont ete compares 
par une analyse de la variance a un facteur (ANOVA l t p<0,05) t suivie par un test de 
20 Dunnett. 

Les resultats sont indiques ci-dessous : 



V.l - Activite anti-MMP-2 



Extrait peptidique 


Temoin 


Activite MMP-2 (en %) (1) / 
Concentration (% v/v) en solution 
d'extrait peptidique a 10 % en poids 






0,01 0,1 1 


C 


100 


119 111 43 


A 


100 


152 151 68 


B 


100 


110 98 77 



(l)Activite exprimee par rapport au groupe temoin en absence d'inhibiteur de la 
MMP-2 
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Conclusion 

- La solution a 10 % en poids d'extrait de lupin C, testee a 0,01 et 0,1 % (v/v) ne 
presente pas d'activite anti-MMP-2. Testee a 1 % (v/v), elle inhibe la MMP-2 de 

57%. 

5 - La solution a 10 % en poids d'extrait de lupin A, testee a 0,01 a 0,1 % (v/v) ne 
presente pas d'activite anti-MMP-2. Testee a 1 % (v/v), elle inhibe la MMP-2 de 

32 %. 

- la solution a 10 % en poids d'extrait B, testee a 1 % inhibe a 23 % MMP-2. 

- La phenanthroline, testee a 8 et 80 u\g/ml, inhibe de 32 et 73 % respectivement 
1 0 Tactivite de la MMP-2. Ce resultat qui etait attendu valide l'essai. 



V.2 - Activite anti-MMP-9 



Extrait peptidique 


Temoin 


Activite MMP-9 (en %) ( 1 ) / 
Concentration (% v/v) en solution 
d'extrait peptidique a 10 % en poids 






0,01 0,1 1 


A 


100 


143 143 61 


B 


100 


! 146 129 27 



(l)Activite exprimee par rapport au groupe temoin en absence d'inhibiteur de la 
MMP-9 

15 Conclusion: 

- La solution a 10 % en poids d'extrait de lupin A, testee a 0.01 et 0.1 % (v/v) ne 
presente pas d'activite anti-MMP-9. Testee a 1 % (v/v), elle inhibe la MMP-9 de 

39%. 

- La solution a 10 % en poids d'extrait de lupin B, testee a 0.0 1; 0.1 % (v/v) ne 
20 presente pas d'activite anti-MMP-9. Testee a 1 % (v/v), elle inhibe la MMP-9 de 

73%. 

La phenanthroline, testee a 8 et 80 ug/ml, inhibe de 80 et 76 % respectivement 
l'activite de la MMP-9. Ce resultat qui etait attendu valide Tessai. 



25 
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VI - Evaluation de l'effet des peptides de lupin sur la quantite de MMP-1-9 et -3 
dans des fibroblastes humains irradies par des ravons UVA. 

L'etude a ete realisee sur des fibroblastes dermiques humains en culture 
monocouche. Les cellules ont ete pre-incubees pendant 1 heure a 37°C en presence 
5 des produits de reference et du produit a Pessai. Puis, les cellules ont ete irradiees par 
une dose unique de 10 J/cm 2 en UVA, en presence du produit a tester et des produits 
de reference, 

Immediatement apres Pirradiation, les cellules ont ete incubees pendant 48h h 
37°C, toujours en presence du produit a tester et des produits de reference. 
10 Le dosage des differentes MMPs est effectue dans les milieux de culture au 

moyen de kits ELIS A specifiques (Amersham). 

Produits de reference et produit a Pessai. 

La 1,10-phenantroline, testee a 80 ug/ml, inhibiteur non spdcifique des 
1 5 MMPs, a ete utilise comme produit de reference. 

Le melange acide retinoique 10 uM + EGF 10 ng/ml a ete utilise pour ses 
capacites deduction du TIMP1 (TIMP1, Tissue Inhibitor of MMP, inhibiteur 
physiologique des MMPs). 

Une solution mere contenant 10% (p/v) de peptides de lupin a ete preparSe 
20 dans de Peau desionisee. A partir de cette solution, des dilutions ont ete realisees 
dans le milieu de culture des fibroblastes. L'extrait peptidique de lupin a ete teste a 
0,5 ; 1 et 2% (v/v). 

Des cultures temoins, irradiees et non irradiees, ont ete incubees en parallele, 
en Tabsence des produits de reference et du produit a Pessai. 

25 

Traitement des donnees. 

Les groupes de donnees (groupe temoin et groupes trails) ont ete compares 
par une analyse de variance a un facteur (ANOVA 1, p<0,05), suivie par un test de 
Dunnett. Les effets des produits de reference et du produit a Pessai ont ainsi ete 
30 compares a celui obtenu dans le groupe « cellules irradiees ». 
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Resultats. 

lis sont rassembles dans le tableau ci-dessous et les resultats sont exprimes en 
% par rapport au groupe « cellules irradiees ». 





Production de MMP (en %) 


Cellules 
temoins 


Cellules 
irradiees 


Cellules irradiees + Peptides de lupin (%, v/v) 




1 


2 


MMP-1 


24 


100 


4 


3 


3 


MMP-9 


41 


100 


17 


2 


0 


MMP-3 


88 


100 


3 


0 


2 



5 Conclusions. 

La 1,10-phenantroline, testee a 80 u.g/ml, inhibait de 99% la secretion de 
MMP-1, de 92% la secretion de MMP-9 et de 97% la secretion de MMP-3 par les 
Fibroblastes irradies. 

Le melange acide retinoique 10 uM + EGF 10 ng/ml inhibait de 58% la 
10 secretion de MMP-1, de 67% la secretion de MMP-9 et de 44% la secretion de 
MMP-3 par les fibroblastes irradies. 

Ces resultats etaient attendus et validaient la reactivite du systeme d'essai. 

L'iiradiation a la dose de 10 J/cm 2 augmentait d'un facteur 4,10; 2,42 et 1 ,13 
les quantites respectives de MMP-1, -9 et -3 secretees par les fibroblastes. Ces 
15 resultats etaient attendus et validaient le systeme d'essai en ce qui concerne 
T induction des MMP-1, -9 et-3 par les UVA. 

L'extrait peptidique de lupin, teste a 0,5, 1 et 2% (v/v), diminuait 
respectivement de 96, 97 et 97% la quantite de MMP-1 s6cretee par les fibroblastes 
(p<0,05). 

20 L'extrait peptidique de lupin, teste a 0,5, 1 et 2%, diminuait de 83, 98 et 

100% respectivement la quantite de MMP-9 secretee par les fibroblastes (p<0,05). 

L'extrait peptidique de lupin, teste a 0,5, 1 et 2%, diminuait de 97, 100 et 
98% respectivement la quantite de MMP-3 secretee par les fibroblastes (p<0,05). 

Ainsi, dans les conditions experi men tales retenues, l'extrait peptidique de 
25 lupin presente des proprietes inhibitrices importantes vis-a-vis de la production des 
MMP-1, -9 et -3 par des fibroblastes dermiques humains irradies aux UVA. 
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VII - Exemples de formule pour un usage topique: 

Les pourcentages sont exprimes en poids total de la composition. L'extrait 
peptidique de lupin est utilise sous forme d'une solution aqueuse a 10% en poids 
selon I'invention ou d'une poudre lyophilisee appelee extrait peptidique forme 
5 poudre. 



1 . Creme anti-rougeurs pour peaux normales 





Eau q.s.p. 


100,000 


10 


Tetraoctanoate de pentaerythrityle 


15,0 a 5,0 




Stearate de glyceryle 


10,0 a 2,0 




Neopentanoate d'isodecyle 


10,0 a 2,0 




Propylene glycol 


1,0 a 3,0 




Dextrine 


1,0 a 3,0 


15 


Cyclomethicone 


1,0 a 3,0 




Extrait de soja (glycine de soja) 


0,1 a 10,0 




Extrait peptidique de lupin (solution aqueuse a 1 0%) 


0,1 a 10,0 




L^IUXyUC UC UlcUlC 






Cire de Candelilla (Euphorbia Cerifora) 


1,0 a 3,0 


20 


Amidon de riz (Oriza Sativa) 


1,0 a 3,0 




Huile insaponifiable de soja (Glycine Soja) 


0,01 a 10,0 




Triglycerides caprylique/caprique 


0,5 a 5,0 




PEG- 100 Stearate 


0,5 a 5,0 




Extrait de Sophora Japonica 


0,1 a 10,00 


25 


Acide stearique 


0,5 a 1,0 




Tocopheryl Acetate 


0,1 a 1,0 




Phenoxyethanol 


0,1 a 1,0 




CI 77891 


0,1 a 1,0 




Gomme de Xanthane 


0,1 a 0,5 


30 


Dimethiconol 


0,1 a 0,5 




Polyacrylamide 


0,1 a 0,5 




Mica 


0,1 a 0,5 




Ceteareth-20 


0,1 a 0,5 




Chlorphenesine 


0,1 a 0,5 


35 


Carbomere 


0,1 a 0,5 




Octyl palmitate 


0,1 a 0,5 




Tromethamine 


0,1 a 0,5 




Cire d'abeilles (Beeswax) 


0,1 a 0,5 




C 1 3 - 1 4 Isoparaffine 


0,1 a 0,5 


40 


DEA Cetyl Phosphate 


0,1 a 0,5 




Cetyl Alcool 


0,1 a 0,5 




Glucose 


0,1 a 0,5 




Fragrance 


0,1 a 0,5 
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Dissodium EDTA 0, 1 a 0,5 



5 2. Creme preventive anti-age 

% 

Eau q.s.p. 100,00000 

Tetraoctanoate de pentaerythrityle 3,0 a 15,0 

1 0 Neopentanoate d'isodecyle 3,0 a 1 5,0 

Squalane 1,0 a 10,0 

Dextrine 1,0 4 10,0 

Cyclomethicone 1,0 a 10,0 

Alcool cetearyle 1,0 a 10,0 

15 Extrait peptidique de lupin (solution aqueuse a 10%) 0,1 a 10,0 

Ascorbyle glucoside 0,1 a 10,0 

Glycerine 1,0 a 10,0 

Laureth-23 1,0 a 10,0 

Myristyl myristate 1,0 a 10,0 

2 0 Cyclopentasiloxane 1 ,0 a 1 0,0 

Nylon-6 1,0 a 10,0 

Avocado Furane 0,01 a 10,0 

Phenoxyethanol 0,1 a 1,0 

Cetearyle Glucoside 0,1 a 1,0 

25 Fragrance 0,141,0 

Cire d'abeilles (Beeswax) 0,1 a 1,0 

Methyl parabene 0, 1 a 0,5 

Citrate de sodium 0, 1 a 0,5 

Dimethiconol 0, 1 a 0,5 

3 0 Stearate de glyceryle 0, 1 a 0,5 

Disodium EDTA 0,1 a 0,5 

Propylparabene 0, 1 a 0,5 

Hydroxyde de sodium 0, 1 a 0,5 

Acrylates/C10-30 alkyle acrylates crosspoiymeres 0,1 a 0,5 

35 Gomme de Xanthane 0, 1 a 0,5 

Glucose 0,1 a 0,5 



40 
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3 . Creme anti-age pour peaux matures 



5 


Eau 


q.s.p 100,0000 




Tetraoctanoate de pentraerythrityle 


1,0 a 10,0 




Neopentanoate d'isodecyle 


1,0 a 10,0 




Glycerides de coco hydrogenes 


1,0 a 10,0 




Huile de graine de Simmondsia Chinensis (Jojoba) 


1,0 a 10,0 


10 


Squalane 


1,0 a 10,0 




Glycerine 


1.0 a 10,0 




Cyciomethicone 


1,0 a 5,0 




Cetearyle Alcool 


1,0 a 5,0 




Myristyl Myristate 


1,0 a 5,0 


15 


Laureth-23 


1,0 a 5,0 




Silice 


1,0 a 5,0 




Extrait peptidique de lupin (solution aqueuse a 10%) 


0,1 a 10,0 




Gomme de sclerotium 


0,1 a 1,0 




Avocado Furane 


0,01 a 10,0 


20 


Acide salicylique 


0,1 a 10,0 




Cire d'abeilles (Beeswax) 


0,1 a 10,0 




Polyacryiarnide 


0,1 a 1,0 




Phenoxyethanol 


0,1 a 1,0 




Glyceryl Stearate 


0,1 a 1,0 


25 


Retinol Palmitate 


0,01 a 5,0 




Cetearyl Glucoside 


0,01 a 5,0 




NyIon-6 


0,01 a 5,0 




Dioxyde de titane 


0,01 a 5,0 




Fragrance 


0,1 a 5,0 


30 


Acetate de tocopheryl 


0,1 a 5,0 




Sorbate de potassium 


0,1 a 5,0 




Methylparabene 


0,1 a 5,0 




C13-14 IsoparafFine 


0,1 a 5,0 




CI 77891 


0,1 a 5,0 


35 


Dimethiconol 


0,1 a 5,0 




Propylparabene 


0,1 a 5,0 




Hydroxyde de sodium 


0,1 a 5,0 




Laureth-7 


0,1 a 5,0 




Cetearyl Alcool 


0,1 a 5,0 


40 


Cetyl Palmitate 


0,1 a 5,0 




Cocoglycerides 


0,1 a 5,0 




Disodium EDTA 


0,1 a 0,5 




CI 77491 


0,1 a 0,5 




Acide citrique 


0,1 a 0,5 



45 
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4. Creme anti-rougeurs pour peaux seches a tres seches 



Eau q.s.p. 100,00000 

5 Petrolatum 1,0 a 10,0 

Glycerides de coco hydrog&ies 1,0 a 10,0 

Neopentanoate d'isodecyle 1,0 a 10,0 

Huile de Simmondsia Chinensis (Jojoba) 1,0 a 2,0 

Butylene Glycol 1,0 a 5,0 

1 0 Cetearyi Alcool 1,0 k 5,0 

Glycerine 1,0 410,0 

Squalane 1,0 a 10,0 

Extrait peptidique de lupin (solution aqueuse a 10%) 0, 1 a 10,0 

Laureth-23 1,0 a 10,0 

1 5 Dioxyde de titane 1,0 a 10,0 

Huile insaponifiable de glycine Soja (Soybean) 0, 1 a 10,0 

Triglycerides caprylique/caprique 1,0 a 5,0 

Phenoxyethanol 0,1 a 1,0 

Cetearyi Giucoside 0,1 a 1,0 

2 0 Extrait de graines de soja 0, 1 a 1 0,0 

Fragrance 0,1 a 1,0 

Sophora Japonica 0,1 a 10,0 

Acetate de tocopheryle 0, 1 a 1,0 

Cire de Candelilla 0,1 a 1,0 

25 CI 77891 0,1 a 0,5 

Methylparabene 0, 1 a 0,5 

Mica 0,1 a 0,5 

Propylparaben 0,1 a 0,5 

Ethylhexyl palmitate 0,1 a 0,5 

30 Chlorphenesine 0,1 a 0,3 

Acrylates/C 1 0-30 alky! acrylates crosspoly meres 0, 1 a 0,3 

Gomme de xanthane 0,1 a 0,3 

Disodium EDTA 0, 1 a 0,3 

Hydroxyde de sodium 0, 1 a 0,3 

35 



ym - Exemples de solutions de lavage buccal 

Les pourcentages sont exprimes en poids total de la composition. L'extrait 
peptidique de lupin est utilise sous forme d'une solution aqueuse a 10% en poids 
40 selon Tinvention ou d'une poudre lyophilisee appelee extrait peptidique forme 
poudre. 
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1. Extrait peptidique de lupin solution aqueuse a 10% + antiseptique (Triclosan) + 
antipiaque (Gantrez S97BF®) 





Extrait Peptidique de Lupin 




2 


5 


Alcool ethylique 




10 




Glycerine 




10 




Huile de ricin hydrogenee, Ethoxylee a 40 moles EO (Cremophor co410) 


0,5 




Poly(Methyle vinyle ether/ Acide Maleique (Gantrez S97BP*) 




0,2 




Soude 




0,15 


10 


Fluorure de sodium 




0,05 




Arome Cannelle-Menthe 




0,1 




Triclosan 




0,03 




Chlorure de zinc 




0,01 




Saccharine sodique 




0,01 


15 


Colorant C.I. 16255 (E 124) 




0,0025 




Eau purifiee 


QSP 


100 



20 



25 



30 



35 



40 



2. Extrait peptidique de lupin solution aqueuse a 1 0% + 


antiseptique 




Extrait Peptidique de Lupin 




2 


Alcool ethylique 




10 


Glycerine 




10 


Huile de ricin hydrogenee, Ethoxylee a 40 moles EO (Cremophor co410) 


0,3 


Fluorure de sodium 




0,05 


Arome Cannelle-Menthe 




0,1 


Triclosan 




0,03 


Chlorure de zinc 




0,01 


Saccharine sodique 




0,01 


Colorant CI. 16255 (E 124) 




0,0025 


Eau purifiee 


QSP 


100 


3. Extrait peptidique de lupin forme poudre + 


antiseptique (Chlorure 


cetylpiridinium) 






Extrait Peptidique de Lupin 




1 


Alcool ethylique 




10 


Glycerine 




8 


Huile de ricin hydrogenee, Ethoxylee a 40 moles EO (Cremophor co410) 


0,1 


Fluorure de sodium 




0,05 


Arome Cannelle-Menthe 




0,1 


Chlorure de cetylpyridinium 




0,05 


Chlorure de zinc 




0,01 


Saccharine sodique 




0,01 


Colorant C.I. 16255 (E 124) 




0,0025 


Eau purifiee 


QSP 


100 



de 
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IX - Exemples de pates dentifrice 

Les pourcentages sont exprimes en poids total de la composition. L'extrait 
peptidique de lupin est utilise sous forme d'une solution aqueuse a 10% en poids 
selon l'invention ou d'une poudre lyophilisee appelee extrait peptidique forme 
5 poudre. 

1 . Extrait peptidique de lupin forme poudre + fluorures 



Extrait peptidique de Lupin I 

10 Monofiiorophosphate de sodium 0,75 

Fluorure de Sodium 0, 1 0 

Sorbitol a 70% 35 

Silice synthetique a fort pouvoir abrasif 13 

Silice synthetique a feible pouvoir abrasif 5 

1 5 Carboxymethylcellulose sodique 1,6 

Lauryl sulfate de sodium ] 

Ardme menthole 0,85 

Oxyde de titane 0,5 

Lessive de soude 0,5 

2 0 Cyclamate de sodium 0,3 

Menthol 0,15 

Saccharine sodique 0,07 

Eau purifiee QSP 100 

25 2. Extrait peptidique de Lupin solution aqueuse a 1 0% + fluorures 

Extrait peptidique de Lupin 2 

Monofiiorophosphate de sodium 0,75 

Fluorure de Sodium 0, 1 0 

30 Sorbitol a 70% *35 

Silice synthetique a fort pouvoir abrasif 13 

Silice synthetique a faible pouvoir abrasif 5 

Carboxymethylcellulose sodique 1 ,6 

Lauryl sulfate de sodium 1 

35 Arome menthole 0,85 

Oxyde de titane 0,5 

Lessive de soude 0,5 

Cyclamate de sodium 0,3 

Menthol 0, 1 5 

40 Saccharine sodique 0,07 

Eau purifiee QSP 100 
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REVENPICATIONS 

1. Extrait peptidique de lupin (iupirms) caracterise en ce qu'il presente une 
activite d'inhtbition des metalloproteases. 

5 

2. Extrait peptidique de lupin selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il 
presente une activite d'inhibition des metalloproteases choisies entre autre parmi les 
collagenases, les g&atinases. 

10 3. Extrait peptidique de lupin selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il 

est appauvri en lipides. 

4. Extrait peptidique de lupin selon l\ine des revendications 1 a 3, caracterise 
en ce qu'il comprend au moins 50%, de preference au moins 70 %, de preference au 

1 5 moins 80 % de peptides. 

5. Extrait peptidique selon Tune des revendications 1 a 4, caracterise en ce 
qu'il est obtenu par hydrolyse de la fraction proteique de lupin. 

20 6. Extrait peptidique de lupin selon 1'une des revendications 1 a 5, caracterise 

en ce qu'il est susceptible d'etre obtenu par un procede comprenant les etapes 
suivantes : 

- preparation d'un tourteau de lupin delipide et broye ou d'une farine de 
lupin (lipidee), micronisde, 

25 - extraction des fractions proteiques et osiques solubles, ou precipitation 

des protcines au point isolelectrique, 

- eventuellement separation de la fraction proteique, 

- hydrolyse de la fraction proteique et recuperation eventuellement, apres 
filtration, de 1'extrait proteique. 
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7. Extrait peptidique seion Tune des revendications precedentes, caracterise 
en ce qu'il presente la composition en acides amines suivantes (en pourcentage en 
poids par rapport au poids total d'acides amines) : 



Amino-acides 


%/AA totaux 


ASP 


H.3 


GLU 


23,2 


SER 


5,1 


fflS 


1,7 


GLY 


3,4 


THR 


3,2 


ALA 


2,8 


ARG 


10,3 


TYR 


6,1 


CYS-CYS 


2,4 


VAL 


3,8 


MET 


0,2 


PHE 


7,0 


ILE 


3,3 


LEU 


7,9 


LYS 


3,7 


PRO 


4,4 



5 8. Composition pharmaceutique ou cosmetique ou nutraceutique comprenant 

un extrait peptidique seion Tune des revendications 1 a 7, eventuellement un 
vehicule inerte, notamment pour le traitement d*humains ou de mammiferes 
souffrant d'une condition ou d'une maladie liee a une destruction excessive de 
collagene ou a une destruction excessive des macroproteines de soutien par des 
1 0 metalloproteases. 

9. Composition seion la revendication 8, pour le traitement de Parthrose, de 
maladies parodontales, de lesions de la peau, de maladies inflammatoires, des 
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maladies liees au defaut de cicatrisation, a Tattaque de Temail des dents, a 
Tangiogenese tumorale ou pathologique. 

10. Composition selon la revendication 9, pour le traitement des lesions de la 
5 peau dues au vieillissement intrinseque de la peau, le vieillissement sous Taction du 

rayonnement solaire, les effets deleteres du tabac, de la pollution, du stress. 

11. Composition selon la revendication 10, pour une application topique 
externe. 

10 

12. Composition selon la revendication 8, 9 ou 10, pour une administration 

orale. 




FIG. 1 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Intei. -Jonal Application No 

PCT/FR 00/01007 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER ■ 

IPC 7 A61K35/78 A61K7/48 A61P19/02 A61P1/02 A61P17/00 
A61P29/00 A61P17/02 A61P9/00 

According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 



B. FIELDS SEARCHEO 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 7 A61K 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included In the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used) 

WPI Data, PAJ. EPO-Internal , FSTA, MEDLINE, BI0SIS, PASCAL, LIFESCIENCES, CAB 
Data, EMBASE 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category * Citation of document with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



M. RADLOWSKI ET AL.: "SYSTEMIN-AN INDUCER 

OF PROTEINASE INHIBITOR SYNTHESIS CAN BE 

RESPONSIBLE FOR BIOLOGICAL ACTIVITY OF A 

LUPIN EXTRACT AGAINST INSECTS." 

JOURNAL OF PLANT PHYSIOLOGY., 

vol. 150, 1997, pages 220-223, XP000866580 

FISCHER, STUTTGART., DE 

ISSN: 0176-1617 

the whole document 



m 



Further documents are Haled (n the continuation of box C. 



□ 



Patent family members are listed in annex. 



* Special categories of cited documents : 

"A" document defining the general state of the art which is not 

considered to be of particular relevance 
*£' eari»r document but published on of after the international 

filing date 

"L" document which may throw doubts on priority daim(s) or 
which b cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

*0" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 



T" document published prior to tho international filing data but 
later than the priority date claimed 



T later document published after the international f ding date 
or priority date and not in oonffict with the application but 
cRed to understand the principle or theory underlying the 
Invention 

'X" document of particular relevance: the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an Inventive step when the document is taken atone 

"Y* document of particular relevance: the claimed invention 
cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art 

*&' document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the international search 



13 July 2000 



Date of mailing of the International search report 



20/07/2000 



Name and maillrrg address of the ISA 

European Patent Office, P.8. 5818 Patentfean 2 

NL-2280HVRgswi* 

Tel (+31-70) 340-2040. Tx. 31 851 epo ni, 

Par. (+31 -70) 340-3018 



Authorized officer 



Rempp, G 



Foot PCTflSA/210 (second OweU (July 1992) 



page 1 of 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT lnlei J0n- Appllett(OBNo 

PCT/FR 00/01007 


CtContinuaUon) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 


Category * 


Citation of document, with tndfcaUon.wl.em appropriate, of the relevant passages 


Relevant to daim No. 


A 


MARK E. HINES ET AL : "SCREENING FOR 
CYSTEINE PROTEINASE INHIBITOR ACTIVITY IN 
LEGUME SEEDS." 

JOURNAL OF THE SCIENCE OF F000 AND 
AGRICULTURE. , 

vol. 59, 1992, pages 555-557, XP002126982 
ELSEVIER APPLIED SCIENCE PUBLISHERS. 
BARKING. , G8 
ISSN: 0022-5142 





F«m PCTrtSAfcIO (condnuatai of second *mi) (JrfytMQ 



page 2 of 2 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Dem m Internationale No 

PCT/FR 00/01007 



B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 


Documentation mfnimato coneulteo (systeme do ciaaait (cation suhri < 

CIB 7 A61K 


lee eymbolea de clasaement) 






Documentation consultee autre que la documentation minimal© dare 


» la mesure ou cee documents rate 


/ent dee domainee < 


iur leequets a porte la recherche 



A. CLASSEMENT OE L'OBJET OE LA OEMANOE 

CIB 7 A61K35/78 A61K7/48 A61P19/02 A61P1/02 A61P17/00 
A61P29/00 A61P17/02 A61P9/00 

Salon la classification intemattortaJo dee brevota {CIB) ou a la tola eelon ta classification nattonalo et ta CIB 



Base oe donneee e lectronique consultee au coots de ta recherche Internationale (nom de la base de donneee. et si realisable, termes de recherche utilises) 

WPI Data, PAJ, EPO-Internal , FSTA, MEDLINE, BI0SIS, PASCAL, LIFESCIENCES, CAB 
Data, EMBASE 



C DOCUMENTS CONSIOERES COMME PERTINENTS 



Cat ego rie * I dent tffcation dee documente cites, avec, le cas echo ant, rindication dee passages pertinents 



no. des ravendlcationa visees 



M. RADLOWSKI ET AL.: "SYSTEMIN-AN INDUCER 

OF PROTEINASE INHIBITOR SYNTHESIS CAN BE 

RESPONSIBLE FOR BIOLOGICAL ACTIVITY OF A 

LUPIN EXTRACT AGAINST INSECTS." 

JOURNAL OF PLANT PHYSIOLOGY., 

vol, 150, 1997, pages 220-223, XP000866580 

FISCHER, STUTTGART., DE 

ISSN: 0176-1617 

le document en entler 



LD 



Voir ta suite du cadre C pour la tin de (a fists des documents 



□ 



Lee documents de families de brevets sont indtques en annexe 



' Categories spectaies de documents cites; 

"A" document definiasant Mat general de la technique, ncn 

consldere comma particuJieromont pertinent 
"E" document enterieur. mais pubOe a la date de depot International 

ou apree cette date 
V document pouvant Jeter undoutesurunerevendicatlonde 

priortte ou cite pour determiner ia date de publication dune 

autre citation ou pour una reison specials (telle qi/tndlquee) 
"O" document se ref erant a une divulgation orale. a un usage, a 

une exposition ou tous autree mo vans 
•p* document pubQo event (a date de depot International, mais 

posterieurement a la date de priortte revendlquee 



T document ulterteur pubBe acres la date de depot International ou ia 
date de priorite et n'appartenenant pas a re 1 tat de ia 
technique pertinent, mais cSe pour cc mors no re ie prindpe 
ou la theone constituant ta base de rinvenUon 

"X" document particutierement pertinent; rtnven tion rovendiquee no pout 
etro consideree comme nouveile ou comma tmpbquant una actMte 
Invents* par rapport au document consldere tsotement 

"Y" document parucuSerement pertinent; Tinven tion rovendiquee 
ne peut etre consideree comme imptiquant une activtte inventive 
iorsque le document est assocte a un ou plusieure autres 
documents de memo nature, cette comtxnabon etant evident© 
pour une personne du metier 
document qui fait partle de la meme (amiOe de brevets 



Date a laquetle la recherche internationate a *te* eff ecUvement echevee 

13 julllet 2000 



Date tfexpedKton du present rapport de recherche Internationale 

20/07/2000 



postals de redrrinistraUon charges de ta recherche Internationale 

Office European des Brevets. P.O. 5816 Patentiaan 2 

NL - 22B0 HV RIJswtjK 

Tel. {♦31-70)340-2040. Tx. 31 651 epo rt, 

Fax i+31-70) 340-3016 



Ponctionnalre autorise 



Rempp, G 



Fomufefr* PCTflSAtftO (osurfSm* tetfta) OUHt 1 802) 



page 1 de 2 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Oem. . Jo Internationale No 

PCT/FR 00/01007 



C.(cuite) DOCUMENTS CONSIOERES COM ME PERTINENTS 



Cohort© * Identification dee document* cftes, avec.le cee echeant, l lndlcationoe* passages pertinents 



no. des ravandteations vteees 



MARK E. HINES ET AL.: "SCREENING FOR 
CYSTEINE PROTEINASE INHIBITOR ACTIVITY IN 
LEGUME SEEDS." 

JOURNAL OF THE SCIENCE OF FOOD AND 
AGRICULTURE. , 

vol. 59, 1992, pages 555-557, XP002126982 
ELSEVIER APPLIED SCIENCE PUBLISHERS. 
BARKING. , GB 
ISSN: 0022-5142 



page 2 de 2 



